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-塩基性線維芽細胞成長因子の産生能の克進-















































































塩化カルシウム(CaC12)は和光純薬から購入した｡ 8-Br-cyclic adenosine mono
phosphate (CAMP), nifedipine, calcium ionophore A23187, GF109203X, phorbo1
12-myristate 13-acetate (PMA), forskolin (Fsk),アスコルビン酸, Tritin X
100, H-89, 3-Isobutyl一卜methylxanthine (IBMX)および　dimethylsulfoxide
(DMSO)は､ Sigma Chemical (USA)から購入した｡ 0-73122, cycloheximide (CHX),
actinomycin D,およびMDL-12,330Aは､カルビオケム(USA)から購入した｡
NPS-R568は､協和発酵キリン(東京)から供与されたものを用いた｡　Multiple






はDulbecco' s Modified Eagle' s Medium (DMEM)に10% fatal bovine serum
(FBS)と､ペニシリンGIOO U/mlとストレプトマイシン100　〃g/mlを加えた培
地で培養した｡ J77411不死化マクロファージ細胞株は､東北大学医用細胞資源セ
ンター(仙台)から入手し､ 10% FBSと抗生物質を含むRPMI 1640で維持した｡
全ての組織培養試薬は､インビトロジェン/ギブコ(USA)から入手した｡実験手
順は､東北大学大学院歯学研究科倫理審査委員会(仙台)で承認された｡
逆転写および定量性rea卜time polymerase chain reaction (PCR)
7細胞全RNAはTrizole (ギブコ)で抽出し､ DNase処理を行った｡全RNAから｡DNA
-の逆転写は､ Transcriptor First Strand CDNA Synthesis Kit¢ (R｡｡h｡
Diagnostic Co,USA)を用いて行った｡プライマーは､ LightCycler probe design






PCR条件は40サイクル､ 95/60､ 55/30､ 72/30[温度(oc)/時間(秒)]に設定した｡
PCRの実施に際しては､各プライマーが0.5 〃M､ MgC12最終濃度が3mMになるよ













0.8% (V/v) Triton X-100を含んだ0.1 MのHClを0.5 ml添加した｡室温下での
15分間処理して細胞を融解した｡回収したライセ-トは､ 600　×gで5分間遠心
分離した｡上浦を回収し､-20oCで保存した｡ライセ-ト中のcAMP量はcAMPenzyme
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40 nM Gト109203 (A)あるいは4　〃M U73122 (B)存在下で30分間前処理した








(A and B):細胞をMDL-12,330A (10 and lOO　〃M)あるいはH89 (1 and 20　〃M)
で30分間前処理した後､ 10 n朋CaCl｡で6時間刺激したo　全RNAを回収し､迫伝
子発現をリアルタイム定量性RT-PCR法で解析した｡ (C):細胞を0.5 mM IBMX
で10分間前処理した後､ 10 mM CaC12で図に示した時間刺激を行った｡細胞ライ
セ-ト中のcAMP量はELISA法にて測定した｡ (DandE) :細胞を500 〃M8-Br-CAMP









(A):細胞を1および5 JIM nifedipineで30分間前処理した後､ 10 nA4CaC12




































































??????????? ㍉? ? ? ? ? ?
???????
???????
? ?????????
Nifedipine(LLM)0　1　5　　　　0　1　5
Ca2+　　　　　　　　　　　　+　　+　　+
lonophore(pM)0　10 100　　　0　10 100
図5
?
?
ACaSR
GAPDH
図6
♂♂h㌔
Rl568 (pM)
?????????????
???????
